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第一章はしがき
コリンアセチル基転移酵素 (ChAT)は、コリン作動性神経の神経伝達物質であるアセ
チルコリンの合成酵素である。 ChATは、これまで1種類であると考えられていた。しかし、
多くのChAT抗体が末梢コリン神経を検出できないという事実をヒントに、我々は、ラット
の翼口蓋神経節から新しいChATサブタイプを発見し、pChATと命名した (Tooyamaand Kimura，
2000)。その後これまで、にpChATが、多くの動物の末梢コリン神経系に分布することをRT-PCR
法、免疫組織化学法、酵素活性測定により証明してきた (JNeuroscience 2003ほか、参考
文献を参照)。当初、 pChATは末梢神経系にのみ発現していると予想されたが、 pChAT抗体を
作製してラット脳を検索したところ、視床下部の隆起乳頭体核に細胞体を持ち大脳皮質に
投射するニューロンがpChATを含有することを見い出した (Neuroscience2003)。すなわち
晴乳動物の脳にもChATサブタイプが複数個存在する可能性が高い。コリン神経は、学習・
記憶などの高次脳機能を担うことから、大脳皮質に広く投射する新しいコリン神経系の発
見は重要と考える。そこで、本研究では、ヒトおよび霊長類を対象に、ヒトおよび、サノレの
ChATサブタイプの遺伝子構造を明らかにするとともに、その機能的意義を探るために、ヒ
トおよびサルにおけるChATサイブタイプの神経回路についての解剖学的研究を行った。
参考文献
1) 1 Toovam~ and H Kimura: A protein encoded by an altemative splice variant of choline 
acetyltransD町asemRNA islocalized preferentially in peripheral nerve cells and fibers. J Chem 
Neuroanat 17: 217-226， 2000. 
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J Chem Neuroanat 18: 31-40， 2000. 
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the tuberomammillary nucleus ofrat. Neuroscience 118: 24-251， 2003. 
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第四章研究成果
本研究補助金が授与された 3年間に、 1)サルおよびヒトの ChATサブタイプの遺伝子構
造、 2)ChATサブタイプの解剖学的局在(とくにサル脳において)、 3)ChATサブタイプ
の機能的意義について検討を行い、次のような研究成果が得られた。
1.サルおよびヒトの ChATサプタイプの遺伝子構造
当初は、脳から ChATサブタイプをクローニングすることを試みていたが、死後剖検
までの時聞がかかるため、その聞にmRNAをはじめとする遺伝子構造が傷つく 。従って、
ChATサブタイプ遺伝子をクローニングすることは、困難を極めた。そのような中、胎
盤に ChATサブタイプが多く含まれるとしづ報告 (Pfei1et a1. Histochem Ce11 Bio1， 
2004 注 1参照)があった。そこで倫理委員会の承認を得て、ヒト胎盤からのクロー
ニングを試みた。その結果、胎盤から新規の ChATサブタイプをクローニングすること
に成功した。サルの ChAT遺伝子の配列の一部は、 2005年 7月26日-28日に横浜市で開
催された第28回日本神経科学大会 (Neuro2005)で発表した(注2参照)。これまでの
結果をラットでの ChAT遺伝子構造を例に模式的にまとめると図 1のようになるヒトの
ChATサブタイプ遺伝子の配列は未発表であるが、胎盤から得られたヒトの ChATサブタ
イプの遺伝子構造の一部を図 2に示す。
Multiple mRNAs for Choline Acetyltransferase (ChAT) 
~幽 巴cholme;lTaction 圃 YJ1111r 回c川ifpct10n
GenomicDNA 』.. 4 』.+. 4 LEE--d LEE--J LEE--J 』.. 4 』ー圃J ~・・・J~ .・・・・. ~ ~ー・. ~・J~~
Common type ATG 
日 A一-， 回 囚 c(cChAT) mRNA B 
Peripheral type ヘ~TG TGA 
(pChAT) mRNA 1日A 園 田 c
Pro~uce antiT!ldy ~nd ~pply for 
immunohistochemistry 
TGA 
1305 bp 
図1 従来の ChATと末梢型 ChATのmRNAの配列
1935 bp 
注 1) Pfeil U， Vollerthun R， Kummer W， Lips KS: Expression of the cholinergic gene 
locus in the rat placenta. Histochem Cell Biol. 122: 121-130， 2004. 
注 2) Yang S， Kimura S， Bellier JP， Yasuhara 0， Kimura H， Torii R， Tooyama I: 
Cloning of monkey choline acetyltransferase (ChAT) from the striatum of Japanese 
macaque. Neurosci Res. 52 (Supple)， p122， 2005. 
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図2 既報のヒト ChAT (human ChAT) と
ヒト胎盤から cloningされたヒト ChATバリアント (Sequence枠4)
915 925 935 945 955 965 
human ChAT . CTACAAGGC CCTGCTGGACλGCCACTCCA TTCCCACTGA CTGTGCCAAA GGCCAGCTGT 
Sequence持4 .CTACAAGGC CCTGCTGGAC AGCCACTCCA TTCCCACTGA CTGTGCCAAA GGCCAGCTGT 
975 985 995 1005 1015 1025 
human ChAT CAGGGCAGCC CCTTTGCATG AAGCAATACT ATGGGCTCTT CTCCTCCTAC CGGCTCCCCG 
Sequence #4 CAGGGCAGCC CCTTTGCATG AAGCAATACT ATGGGCTCTT CTCCTCCTAC GGCTCCCCG 
1035 1045 1055 1065 1075 1085 
human ChAT GCCATACCCA GGACACGCTG GTGGCTCAGA ACAGCAGCAT CATGCCGGAG CCTGAGCACG 
Sequence #4 GCCATACCCA GGACACGCTG GTGGCTCAGA ACAGCA.... 
1095 1105 1115 1125 1135 1145 
human ChAT TCATCGTAGC CTGCTGCAAT CAGTTCTTTG TCTTGGATGT TGTCATTAAT TTCCGCCGTC 
Sequence井4
1155 1165 1175 1185 1195 1205 
human ChAT TCAGTGAGGG GGATCTGTTC ACTCAGTTGA GAAAGATAGT CAAAATGGCT TCCAACGAGG 
Sequence詳4
1215 1225 1235 1245 1255 1265 
human ChAT ACGAGCGTTT GCCTCCAATT GGCCTGCTGA CGTCTGACGG AGGAGCGAG TGGGCCGAGG 
Sequence枠4
1275 1285 1295 1305 1315 1325 
human ChAT CCAGGACGGT CCTCGTGAAA GACTCCACCA ACCGGGACTC GCTGGACATG ATTGAGCGCT 
Sequence持4
1335 1345 1355 1365 1375 1385 
human ChAT GCATCTGCCT TGTATGCCTG GACGCGCCAG GAGGCGTGGA GCTCAGCGAC ACCCACAGGG 
Sequence井4
1395 1405 1415 1425 1435 1445 
human ChAT CACTCCAGCT CCTTCACGGC GGAGGCTACA GCAAGAACGG GGCCAATCGC TGGTACGACA 
Sequence井4 -・・・・・・・・・ ・・・・・・・・・・ ・・....... .. . 
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1455 1465 1475 1485 1495 1505 
human ChAT AGTCCCTGCA GTTTGTGGTG GGCCGAGACG GCACCTGCGG TGTGGTGTGC GAACACTCCC 
Sequence井4
1515 1525 1535 1545 1555 1565 
human ChAT CATTCGATGG CATCGTCCTG GTGCAGTGCA CTGAGCATCT GCTCAAGCAC GTGACGCAGA 
Sequence持4 .... ...... . ... ..... . TGCAGTGCA CTGAGCATCT GCTCAAGCAC GTGACGCAGA 
1575 1585 1595 1605 1615 1625 
human ChAT GCAGCAGGAA GCTGATCCGA GCAGACTCCG TCAGCGAGCT CCCCGCCCCC CGGAGGCTGC 
Sequence井4 GCAGCAGGAA GCTGATCCGA GCAGACTCCG TCAGCGAGCT CCCCGCCCCC CGGAGGCTGC 
1635 1645 1655 1665 
human ChAT GGTGGAAATG CTCCCCGGAA ATTCAAGGCC ACTTA.. 
Sequence削 GGTGGAAATGCTCCCCGGAA ATTCAAGGCC ACTTA. . 
2. ChATサブタイプの解剖学的局在
1675 1685 
ChATサブタイプの解剖学的局在を調べる上で、それぞれのサブタイプに特異的に反応す
る抗体を作成する必要があった。 pChATは、もともとはコリン神経を豊富に持つ副交感神
経節であるラット翼口蓋神経節から見いだされた新たな ChATのスプライシング異型であ
り、 cChATのm悶Aと比較して、エクソン6から 9を欠いている。(図 1)。
pChATに特異的と考えられるエクソン5と10の接合部分のペプチドをウサギに免疫し、
pChATに対する特異抗体を得た。この抗体は末梢の神経組織のコリン神経を良好に染色す
る一方で、中枢のコリン神経は認識しないという際だ、った特徴を示し、作業仮説は正しい
ものと考えられた。このようにして pChAT特異抗体を得たので、次に cChAT特異抗体の作
成にとりかかった。 cChATにあって pChATにはない exon7とexon8の領域を発現ベクタ
ーに組み込んで、大腸菌にリコンビナントタンパクを作らせた。このリコンビナントタン
パクに対する抗体を作成したところ、 cChAT特異的な抗体を得ることができた。こうして
pChATあるいは cChATに特異的に反応する抗体を得ることができた。これらの成果の詳細
は、原著論文 10で報告した。
cChATや pCHATの特異抗体を用いて、主としてサルとラットの脳でChATサブタイプの局
在を検討した。その結果、 ChATは極めて多くの領域に局在していたが、 pChATは極めて限
られた領域にのみ存在していた。これらの研究成果は、原著論文1，2， 3， 6， 8，11 
などに報告した。新しい発見としては、 cChATはサルの脳幹部で natriureticpeptide受
容体とよく共存していることを見出した CNeuroscience，in press) 0 Natriuretic peptide 
は cardiovascularのホメオスタシスに関与していることから、 cChATも Natriuretic
peptideを介して心血管系の機能に関与している可能性が考えられる。
3. ChATサブタイプの機能的意義
ヒト細胞を含む各種培養細胞にGreenFluorescent Protein (GFP)のタグをつけた cChAT
およびpChAT遺伝子を導入し、おのおののサブタイプ蛋白の細胞内局在を検討した。その
結果、 cChATは細胞質と核の両方に検出されたのに対し、 pChATは核のみに検出された。細
胞質から核へのタンパクの移動を阻害する leptmycinBで処理を行うと、 cChATの細胞内局
在には変化がなかったが、 pChATは細胞質に検出されるようになった。この結果は、 cChAT
とpChATの細胞内局在が異なっており、 pChATは細胞質から核に移動することを示してい
る。こうした細胞内局在の違いから、 pChATは cChATと異なる機能をもっ可能性が高い。
おそらく pChATは転写因子のように核内で何らかの機能を発揮しているいるものと火投げ
られた。この研究の詳細は、原著論文4に報告した。
pChATが核内でどのような機能をもつのか明らかにすることが、今後の課題である。そ
こで、いくつかの転写因子と ChATサブタイプとの共存関係を調べてみた。その結果、興味
あることに、末梢神経系において pChATは転写因子 TAFlや神経栄養因子FGFlとよく共存
していた。 pChATタンパクは、核内で TAFlや FGFlと相互作用をしている可能性があり、
今後、 pChATの新たな機能を探る上で、重要であると考える。これらの研究成果は、原著
論文5，7， 9に報告した。
4. 今後の課題と展望
本研究の結果、ヒトやサルにも ChATバリアントが存在することが明らかになった。その
局在の検討や培養細胞からの実験などから、 ChATバリアントは神経伝達物質アセチルコリ
ンを合成するだけでなく、核内において転写因子と相互作用するなど、新たな機能をもっ
可能性が示唆された。神経軸索損傷などの病態モデ、ルで、も、 cChATとpChATが損傷後に異
なる反応を示すことが明らかになりつつある。脳ではコリン神経系は学習・記憶に深く関
わっていることが知られており、今後、アルツハイマー病をはじめとするヒト疾患で、 ChAT
バリアントがどのような働きをしているのか、検討していく予定である。
おわりにこの研究の遂行に科学研究費補助金の果たした役割は大きい。深く感謝いたし
ます。
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